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摘要　本文用 RFLP、RAPD和AFLP三种分子标记技术对农垦 58SX1514 组合及其 F2 极性集团进行了分
析 ,比较了它们多态性和阳性的比率 , 结果显示 ,三种分子标记的多态性和与目的基因连锁的阳性比率
分别为19.93% , 5.23% ;11.17% , 0.76%和86.47% , 7.52%。 AFLP的多态性比率和阳性比率均为最
高。分析探讨了三种分子标记技术的优缺点及其在区间高分辨率作图和筛选与目的基因连锁标记中的
运用。
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Abstract　RFLP , RAPD and AFLP analysis were performed between Nongken 58S and 1514 , two
varieties of rice , and their bulked extremes of F2.The rate of polymorphism and positive marker
linked to target gene was compared.The results indicated that the rates of polymorphism and positive
marker of RFLP , RAPD and AFLP are 19.93%, 5.23%;11.17%, 0.76% and 86.47%, 7.
52%, respectively.The rate of polymorphism and positive marker of AFLP is highest in the three
kinds of molecular marker systems.It was discussed that the advantages and disadvantages , and ap-
plication of the three kinds of molecular marker systems in constructing a high resolution map of a
specific chromosome region and selecting linkage markers to target gene.
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分子标记技术在遗传和物理图谱的构建 、基因的定位与克隆 、数量性状位点的遗传分
析 、遗传多样性评估 、物种起源 、分子标记辅助选择育种等遗传学研究的各个领域扮演着
重要的角色 。不同分子标记技术的原理和检测手段不同 ,因而所揭示的 DNA 水平上的遗
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传变异也各不一样 ,稳定性和重现性也各不相同 ,各种标记所揭示的遗传信息量和产出效
率也有很大差异。RFLP (restriction fragment length polymorphism ,限制性片段长度多态性)
(Bostein等 , 1980)、RAPD(random amplified polymorphic DNA ,随机扩增多态 DNA)(Williams











1.2.1　DNA的提取　按照Murray 和 Thompson(1980)的方法进行 。
1.2.2　极性集团的构建　从 F2 群体选取 10株高度可育株和 10株高度不育株分别构建
育性集团 BF和不育集团 BS。
1.2.3　RFLP 分析　每个样本取 2.5μg 总 DNA ,用六种限制性内切酶(FcoRI , BamHI ,
HindIII , XbaI , EcoRV和 DraI;GIBCOBRL公司)进行消化 ,反应体积为 15μl ,通过 0.8%琼
脂糖凝胶电泳将酶切片段分开 ,然后用 0.2N HCl变性 8分钟 ,以 0.4N+NaOH 溶液作为
转移液将胶上 DNA片段转移到 Hybond_N+尼龙膜(Amersham公司)上 ,将尼龙膜用 2XSSC
(0.3MNaCL ,0.03 mMNa3Citrate)漂洗 5分钟后 ,凉干放入 80 ℃真空烘箱中烘烤 2小时 ,将
DNA固定在膜上。
按随机六聚引物法 ,用32P_dCTP 标记探针。分子杂交在 65 ℃空气摇床中进行(Liu
等 ,1997)。杂交毕 ,室温下用 2XSSC 和 0.1%SDS 洗脱液将杂交膜漂洗 2次 ,再用预热至
65 ℃的 0.5XSSC和 0.1%SDS洗脱液在 65 ℃恒温摇床中漂洗 2次 ,每次 15分钟 ,洗后的
杂交膜凉干 ,用保鲜膜包好 ,压片和放射自显影 ,用于 RFLP分析。
1.2.4　RAPD反应　RAPD分析在 Perkin_Elemer PCR_9600 仪上进行 ,反应体系为:DNA
20 ng ,10×bufer 2.0 μl , dNTP 各 90 μM ,MgCl2 1.875 mM , primer 0.4 μM , Taq 酶 1U ,加
ddH20至 20 μl。RAPD循环条件:94 ℃,变性 3分钟;94 ℃,1分钟 ,38 ℃,1分钟 ,72 ℃,1
分半钟 ,40个循环;72 ℃,延伸5分钟。反应产物用 1.4%琼脂糖凝胶 ,在 60 ～ 80V (3V/
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从康乃尔大学和日本水稻基因组计划已发表的水稻分子标记链锁图(Causse 等 ,
1994;Kurata等 ,1994)上选取了 306个 RFLP 探针 ,其中61个探针在农垦 58S和 1514间检
测到多态性 ,亲本多态性比率为19.93%;通过极性集团分析 ,筛选到 16个阳性标记 ,分别
为 CDO344 、RG543 、CDO495 、RZ76 、RZ261 、RG634 、RG9 、RG341 、R1709 、R2708 、R643 、C751 、
G402 、C1060 、C2 、和 G2140。阳性标记的带型为可育集团与可育亲本 1514的带型一致 ,或
不育集团与不育亲本农垦 58S带型一致 ,阳性比率为 5.89%(结果见表 2)。
2.2　RAPD分析结果
选用Operon公司的 1010个随机引物和本实验室自己合成的 37个随机引物进行 PCR
反应 ,926个随机引物能扩增出可读 RAPD带型 ,平均每对引物可扩增 3.4条带 ,其中 117
个随机引物在农垦 58S 和1514间扩增出多态性带 ,亲本多态性比率为 11.17%;通过极性
集团分析 ,筛选到 8个随机引物可扩增出阳性带(结果见表 1 、2),阳性比率为 0.76%。
表 1　阳性 RAPD 标记
Table 1　The Positive Markers of RAPD
引物 碱基组成 阳性带类型 片段大小
Primer Base Composition Kinds of Size of Fragments
(5′※ 3′) Positive Band (kb)
OPD16 AGGGCGTAAG 58S 0.8
OPF14 TGCTGCAGGT 58S 0.5
OPAB06 GTGGCTTGGA 1514 1.5
OPE03 CATAGAGCGG 1514 1.0
OPAG19 AGCCTCGGTT 58S 1.0
OPAU10 GGCGTATGGT 1514 1.5
OPAY02 AGCGAAGGCT 1514 1.6
RA08 CACCGTTCTG 1514 1.2
表 2　RFLP、RAPD和 AFLP比较
Table 2　Comparison of RFLP , RAPD , and AFLP
分子标记 引物或探针数 多态性标记数和比率 阳性标记数和比率
Molecular No.Of No.&Rate of No.&Rate of
Markers Primers or Probes Polymorphism Positive Markers
RFLP 306 61(19.93%) 16(5.23%)
RAPD 1047 117(11.17%) 8(0.76%)
AFLP 266 230(86.47%) 20(7.52%)
2.3　AFLP分析结果
共选用了 266对 EcoR I +3或 Sac I +3 和Mse I+3的AFLP引物进行AFLP分析 ,其
中253对引物得到了清晰可读的带型(比率为 95.11%),每对引物平均可以扩增出 40条
可读的带 。共有 230对引物得到了多态性带型 ,扩增出多态性带的比率为 86.47%;其中
有20对引物得到了阳性带 ,分别为 E+ACC/M +CGT 、E+AAA/M+CCT 、E+ACA/M+
CAC 、E +AAC/M +AAT 、E +CCA/M +AGG 、E +CCA/M +CTT 、E +AAC/M +AGA 、
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E+CCA/M+CAC 、E +CCA/M +CGT 、S +AAA/M +AAG 、S +AAA/M +AGA 、SAAG/M +
CGA 、S+ACC/M+CTT 、S+ACA/M+AAG 、S+AGA/M+CTT 、E+AAA/M+ACG 、E+AAA/








分子标记技术的影响 。对同一种分子标记而言 ,亲本间亲缘关系远的多态性比率高 ,亲缘
关系近的多态性比率低。Liu等(1997)对`02428' /`南京 11' //`巴利拉' 组合进行 RFLP 分
析时 , 400 个探针中(六种酶切)有 320 个探针检测到了多态性 ,多态性比率高达 80%;
Wang等(1999)对 5460S/5460F组合进行 RFLP分析时 ,多态性的比率仅为 1.67%;我们的
结果为 19.93%。多态性比率如此大的差异是因亲本间的亲缘关系造成。Liu所用的材
料系籼粳亚种间组合 ,我们用的材料系粳稻亚种内的组合 ,Wang 所用的材料系等位基因
突变系。亲缘关系远的品种间的组合可以显著地增加分子比率的多态性水平。
对于相同的材料 ,用不同的分子标记技术揭示的多态性也存在差异 。从表 2可以看
出 ,AFLP的多态性比率最大 , RFLP 次之 ,RAPD最小。Wang 等(1999)在对水稻温敏不育
等位突变系的研究初报中 ,三种分子标记的多态性比率依次为 AFLP >RAPD>RFLP
(26.67%;4.00%;1.67%)。AFLP 不仅在水稻中的多态性比率最高 , Lin等(1996)在用这
三种标记技术对大豆品种的分析中同样是 AFLP 的多态性比率最高。比较三种分子标
记 ,AFLP 可以最大限度的揭示被测材料间的 DAN 分子差异 。阳性标记是多态性标记的
一种 ,AFLP的阳性标记的比率也是最高 。RFLP 和 RAPD两种分子标记多态性比率 ,我们
的结果与Wang 的结果不同 ,这可能是植物材料本身造成的 ,也可能是选用的探针或引物
造成的。
虽然AFLP效率高 ,一对引物可以检测染色体上几十个位点的差异 ,可以很快的构建
遗传连锁图 ,但是其花费大 ,技术要求高 。RAPD的操作简单 ,花费低 ,但是对反应条件敏
感 ,多态性比率不如 AFLP。上述两种方法均是依 PCR为基础的分子标记技术 ,可供选用
的引物数量非常巨大 ,但均为显性标记 ,提供的信息量相对较少;而 RFLP属共显性标记 ,
是依Southern杂交为基础的分子标记技术 ,其稳定性最好 ,但需要预先具备探针 ,并且可
供选择的探针数量有限。所以 ,三种技术各有利弊 ,在工作中应根据研究目的和实验室的
条件选择合适的方法 。根据我们的经验 ,在构建区间高分辨率链锁图和筛选与目的基因
连锁的分子标记时 ,首先是利用已有的 RFLP 标记 ,然后是构建极性集团 ,用 RAPD和
AFLP 的方法增加阳性标记数量 ,第三步是将这些阳性标记克隆后用作 RFLP 探针 ,进行
精细连锁图构建 、基因文库的筛选和染色体步查。
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